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EMULSION IMMUNOSTIMULANTE 

LMnvention conceme le domaine des vaccins et plus particulidrement les 

5 adjuvants de vaccins. 

Les vaccins, qu'ils soient prophylactiques ou thSrapeutiques, sont 
destines a stimuler le syst§me immunltaire de rorganisme humain ou animal 
auquel lis sont admlntstrds, la reponse du systeme immunitai're pouvant &tre 
soh une r§ponse de type humorale (production d*anticorps), soit une rdponse 

0 9e type cellulaire, soR encore une combinalspn des 2 types de r§ponses. De 
fa^on classique, depuis de nombreuses annees, la vaccination a oonsiste d 
administrer & un organisme une version non pathbgdne tfun micro-organisme 
de fagon d preparer le systdme immunitaire a rdagir efRcacement dans le cas 
ou rorganlsme serait amene ult§rieurement k rencontrer le m&me micro- 

S organisme, dans sa version pathogftne. Uantig&ne adminlstrd lors de la 
vaccination peut.dtre de diffdrentes natures : micro-organisme tu6 entier ou 
fragments, souche vivante attdnude du micro-organisme, fractions 
antigeniques du micro-organisme ou encore polynucleotides susceptibles de 
conduire k Fexpression par I'organisme d'une fraction antigenique. 

10 Depuis dejd longtemps, on a cherdiS a augmenter la r6ponse du 

systeme Immunitaire ou d modifier sa nature, non pas simplement en agissant 
sur rantigSne adminlstre ou sur son mode d'administration, mais Sgalement en 
lul adjolgnant des substances - immunostimulatrices ou adjuvants. Depuis 
radjuvant complet de Freund, de nombreux produits ont et6 testes, notamment 

^5 des sels mineraux (tels que le chlorure de zinc, le phosphate de calcium, 
I'hydroxyde d'aluminium ou encore le phosphate d'atuminium par exemple), des 
saponines, des polymeres, des lipides ou des fractions lipidiques( Lipide A 
Monophosphoryl Lipid A),...etc. Cependant, peu d'entre eux presentent toutes 
les caractdristiques souhaitees : dtre de bons immuno-adjuvants, stables, mais 

10 sans risque de toxicite. 

On connalt' d'autre part, par la demande WO 96/02555, des 
oligonucleotides pouvant avoir une activity Immunostimulatrice, ces 
oligonucitotides pouvant dtre administres comma adjuvant vacdnaK Cette 
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reference mentionne egalement la possibilit6 d'associer k ces oiigonucidotides 
par liaison lonique, covalente ou .par encapsulation, des moyens pour abler 
{'administration de I'oiigonudeotide. De tels moyens peuvent 6tre notamment 
constituSs de sterol, de lipide (par exemple un lipide cationique. un virosome 
5 ou un liposome) ou un agent de liaison spdi^que d la cellule^ble (par 
exemple un ilant reconnu par un rScepteur spicrfique de ia cellule-dble). Cette 
demande mentionne encore, pannl toutes ies variantes d'utilisation des 
pofynuddotides dderits, la possibility de Ies administFer en conjonction avec un 
v6hlcule porteur phannaceutiquement acceptable. Cette demande n'Identlfle 

10 ^8 de vdhlcule comme Stent d'un intdrSt partlculier mals en donne une liste 
indicative et dte & cet dganJ notamment Ies solutions, Ies solvents, Ies milieux 
de dispersion, ies agents-retard, Ies Smuisions et autres; I'utiltsation de tels 
milieux pour des substances phannaceutiquement actives etant mentionnde 
comme dtant bien connue dans ce domaine. 

IS Selon I'enseignement de ce document, la quantity d'oligonucleotides 

administrte doit retre en quantity suffisante pour rdaliser I'effet biotogique 
recherdid. 

Or, Ies auteurs de la presente invention ont trouv6 que, de fagon tout a 
fait inattendue, il etait possible d'accroTtre fbrtement I'effet immunoa(liuvant 
20 d'un oligonuddotide, sans etre oblige d'accroltre ia quantity d'oligbnuciyotides 
ou la quantity d'antigynes adminlstrye. 

Pour atteindre ce but, I'inventlon a pour objet une ymulsion immunostimulante 
du type huile dans eau, comprenant au moins une phase aqueuse et une 
phase hulleuse, caractyrisde en ce qu'elie comprend en outre au moins un 
25 polynuciyotide immunostimulant dont au moins une partie est coupiye de fa^on 
covalente h au moins une moiycule lipidique. 

Auxfins de I'inventlon, on entend par ymulsion de type huile dans eau. 
une dispersions de gouttelettes d'huile dans une phase aqueuse pouvant 6tre 
constituye par du tampon tel que le tampon PBS. La phase hulleuse est 
constituye par une.huile phannaceutiquement acceptable, qui peut ytre une 
huile minyraie, animate ou vygytale. De pryfyrence. on utilise une huile 
mytabollsable telle que le squaiyne, Ies esters (notamment I'oiyate d'ythyle, le 



30 
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myristate d'isopropyle), une huile vegetale( par exemple Thuile de ricin, rhuile 
de toumesol. Thuile d*olive...)ou encx>re une huite vegdtale modifide (ex : les 
macrogot glycerides). On peut, notamment, obtenir una Emulsion satisfaisant^ 
en mSlangeant 500 mg de squal&ne d 10 ml de tampon PBS dans un q^parei) 
5 tel qu'un ULTRA-TURRAX™, puis en microfluidisant la dispersion obtenue 
grace d un microfluldiseur tel que le Microfluidics^, ce qui permet obtenir des 
particules huileuses dont le diam&tre est inferieur & 200 nm. 
Afin de fedliter la fomnatlon de rdmulsion, 11 est possible tfutiliser en outre un 
agent tensio-acttf , notamment un agent tensio-actif dont la valeur HLB 

10 (balance Hydrophile/Upophile) est comprise entre 6 et 14. II est notamment 
possible d'utiliser un agent tensio-actff cholsi panni la liste des produrts 
survants : les esters de sorbitan et les polysorbates, I'huile de ricin ethoxyl6e 
hydrogenee ou non, I'adde stearique dthoxyle. falcool oldique 10 OE, ralcool 
citostearylique 20 OE, le stdarate de glycerol, le stdarate de propylene glycol, 

IS les Idcithines, le lauryl sulbte de sodium, le stdarate de sodium, le cocoate d^ 
glycerol dthoxyldJOE , les esters de glycdroi dthoxylds, les addes ol6iques 
dthoxylds. I'oidate de mannitan. On a obtenu de particulierement bons rfeultats 
en utillsant du TWEEN ™ 80, 

L'Smulsion obtenue est considSree immunostimuiante si elle est capable de 
20 provoquer ou d'accroitre la stimulation du systeme immunitaire, par exemple 
tors de son administration conjointement a un antig&ne vacdnal. Dans cette 
application, i'dmulsion est utllisee comma immuno-adjuvanL 
Cette activity immuno-adjuvante peut s'exprimer de diffSrentes fa9ons : 

- rendre visible la r6ponse du systeme immunftaire d Tadministration conjointe 
25 de I'antigene et de r^mulsion, ators que la reponse a I'administration de 

rantig^ne seul ne Tetait pas, 

- accrottre le degr§ de la reponse du systfeme immunitaire sans en modifier la 
nature (par exemple : augmenter la quantite rfanticorps produits), 

- modifier la nature de, la riponse du systeme immunitaire a radministration de 
30 Tantigene (par exemple, induire une reponse cellulaire alors que 

I'administration de Tantigdne seul provoquait uniquement une reponse 
humorale), 
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- induire ou accrottre la producUon de cytokines, ou de certalnes (cytokines en 
particulier 

Par "polynucleotide" au sens de la prdsente invention, on comprend un 
5 oligonucliotlde simple brin ayant de 6 d 100 nucleotides, de prtfSrence de 6 d 
30 nucl6otides. II peut s'agir d'oIigoribonucidoUde. ou d-ollgodesoxyrtoo- 
nucliotide. On utilise de prdference des polynucltetides comprenant des 
sequences de base a symfitrie hverefie. tel que cela est le cas dans les 
sequences paiindromiques (tfast-d-dlre des sequences de. type 
10 ABCDEE'D'C'B'A' oD A et A'. B et B*. C et C. D et D" E et E' sort des bases 
oompidmertalres au sens de Watson et Crick), et plus particulidrement des 
polynuddotldes comprenant au molns une sequence dinudSotidique Cytosine. 
Guanine, dans laquelle la Cytosine et la Guanine ne sort pas mdthyides. Tout 
autre poiynucltotkie connu pour aire, par sa nature mSme, immunostimulant. 

15 peut convenir aux fins de rinvertlon. Ainsi, il est possible Sgalemert d'utiliser 
les oiigonudtetides Immunostimulants decrits dans ia demande de brevet 
W096/Q2555. On a oblenu de particulierement bons resultats en utiiisart un 
polynuclfetide dort la sequence des bases est la suivarte : 
GAGAACGCTCGACCTTCGAT. 

20 Les oligonudiotldes convenant aux fins de I'lnvertion peuvent se 

prSserter sous forme de phosphodiester, ou afin d'&tre plus stables sous iwme 
de phosphorothloates ou d'hybrides phosphodiester/phosphorothioales. Bien 
qu'li soit possible d'utiliser des oligonuddotides provenart de sources tfaddes 
nuddiques existantes tel que I'ADN gdnomique ou le cADN. on prdf^re utiliser 

25 des oligonuddotides de synthase. Ainsi. 11 est possible d'dlaborer des 
ollgonudeotides sur support solide en utillsant la mfithode p-cyano 6thyl 
phosphoramidite (Beaucage. S.L and Camthers, M.H. Tetrahedron Letters 22, 
1859 - 1862 (1981)) pour rassemblage 3'-5', puis on procSde d une 
pr6dpitation en ethanol en pr§sence d'ac6tate de sodium 0,3 M non ajustd en 

30 pH (0,3M en final). On effectue ensuite une prfecipitation par 4 volumes 
tfSthanol h 80% sum d'un sdchage avant de proc^der d une reprise par de 
i'eau pure. 
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Les oligonuciSotides phosphorothioates ont un des atomes d'Oxygene 
composant le groupement Phosphate qui est remplac6 par uh atome de Soufre. 
Leur synthese peut dtre effectude comma prdoSdemment decrit, sauf d 
remplacer la solution iode/eau/pyridine tetrahydrofurane qui est utilisee lors de 

5 rstape d'oxydation ndcessaire d la synthese des liaisons phosphodiester par 
une solution TETD (tetraethylthiuram disulfide) apportant les ions sulfates 
permettant de produire le groupement phosphorothioate. 

On peut ^element envisager d'autres modifications des liaisons 
phosphodiesters, des bases ou des sucres, pour modifier les propridtes des 

10 dligonuclSotides utilises, et notamment pour accroltre leur stability. 

Selon rinvention, on couple au polynuoltetide au moihs une molecule 
tipidique de fagon covalente. Cette molecule llpldique est de preference une 
molecule de cholesterol ou de derive de cholesterol. Le couplage peut Stre 
effectui par liaison covalente d une ou a chaque extrdmite du polynucleotide, 

15 ou encore par insertion a cdte de diaque base d'au moins une molecule 
lipidlque. Ce couplagd peut dtra effectud directement lors de la synthase dU 
polynucleotide en utilisant dans le synthetiseur d'oligonudeotides un reactif de 
type Cholesterol Phosphoramidite au lieu du reactif Phosphoramidite 
habituellement utilise. 

20 Les antigenes dont il est possible de potentialiser t'effet grace a 

remulsion selon- la presente invention, peuvent etre de nature variee ; II peut 
notamment s'aglr de proteines, de glycoproteines, de glycoconjugues, de 
. . . polyosides ou encore de polynucleotides comprenant des fractions tfADN. 
susceptibies de conduire d I'expression de molecules d*interet ; il peut 

25 egalement s'agir tfun melange de differents antigenes. De particulierement 
bons resultats ont ete obtenus avec une composition comprenant des 
antigenes de la grippe tels qu'ils sont presents dans le vaccin commercial 
VAXIGRIP™. 

On peut obtenir une emulsion selon invention en precedent de la fa^on 
30 suivante : on melange tout d'abord. sous agitation, I'huile avec la phase 
aqueuse constituee eventuellement par une solution tampon dans laquelle a 
ete incorpore un surfactant Le melange obtenu est homogeneise au moyen, 
par exemple, d'un agitateur e heiice, afin de conduire k une emulsion du type 
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huile dans eau. De prdttrence, on tralte ensuite i'emulsion obtenua au moyen 
(fun microfluidiseur afin de rdduire les gouttelettes d'huile A un diametaB 
infdrieur d 200 nm. 

Puis, cette imulsion etant maintenue sous agitation, on lui ajoute 
5 simpiement le polynucltetide auquel a ete coupid le lipide, at on obtient 
rSmuision objet de ia prdsente invention. 

Lorsque cette dmulsion est destinie a &tre utiiiste comme Immuno- 
adjuvant, on la m§!ange sous agitation, d une composition comprenant 
I'antigdne dont on souliaite potentiaiiser i'effet Le mSiange peut 6trB 

10 avantageusement effectu6 dans un rapport volumique de 1. On peut, ensuite, 
vdrrfier Teffet inattendu et notamment I'effet synerglque obtenu sur la 
stimulation du systdme immunitaire par rutilisation simultante tfun 
poiynucigotide coupid d au moins une moiteuie de iipide, et son incorporation 
k une dmulsion de type huile dans eau. 

15 A cette fin, ii est possible de realiser un test d'immunogdnidtd sur des souris 
divisSes en plusleurs groupes. & qui on administre, suivant ie groupe : 

- soR une composition comprenant unlquement i'antigdne ou le melange 
d'antigdnes vis-d-vis desquels on veut tester i'effet immunostimulant de 
r6mulsion selon {'invention. 

20 - soit'une composition, comprenant I'antig^ne ou ies antlgdnes tfintdret d 
laquelie a &i& ajoutee une solution comprenant uniquement des 
polynucleotides couplds h au moins une molScule de lipides, 

- soit une ccxnposition comprenant I'antigene ou les antigdnes d'interdt a 
laquelie a 6l€ ajoutde une emulsion de type huile dans eau, sans 

25 polynucleotide, ou avec un polynucleotide ddpourvu d'activite 
immunostimulante vis-a-vis des antig^nes administres, 

- soit une composition comprenant I'antigene ou les antigenes d1nt§rgt a 
laquelie a ete ajout§e une emulsion selon iinvention. 

30 Pour chacune des souris immunisees, on peut, ensuite, detemiiner la 

quantity et la nature des anticorps produits ce qui permet de determiner la 
GMT (ou Moyenne GSometrique du Titre en Anticorps} ; on peut egalement 
effectuer des dosages des cytokines produites ; en outre, on peut effectuer des 
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dosages permettant de determiner la reponse celluiaire du syst^me 
immunitaire. 

Les rdsultats obtenus ont montre un effet synergique important des dtdments 
constituant l*6mulsion seion rinvention. 4 
S De plus, r^mulsion obtenue salon rinvention pr^sente une stability 

accaie par rapport aux Emulsions de m§me nature, i.e. celles constituees d'une 
phase aqueuse et d'une phase huileuse identiques, mais ddpourvues de 
polynucleotides. 

Les exemples qui suivent illustrent de fagon plus precise un mode de 
10 Kalisation de invention. 

EXQfPpl^J 

On prepare des oligonucleotides grace d un automate synthetiseur foumi par 
IS Applied Biosystems qui met en oeuvre la mdthode chlmique standard =^^u 

phosphoramidite et qui comporte S cheque cycle une Stape d'oxydation. 

Cette etape (foxydation est r6alis6e au moyen tfune solution 

iode/eau/tdtrahydrofurane/acitonitrile pour obtenir une liaison phosphodiaster 

et au moyen d'une solution tetradthylthiuram/acdtonltrile pour obtenir une 
20 liaisori phosphorothioate. On prepare ainsi un oligonucleotide 3 Db(S) dont la 

sequence est reproduite sous SEQ ID NO 1 et qui comporte des liaisons 

phosphorothioate surtoute sa longueur. 

On prepare . igalement un oligonucleotide MGC (S) dont la adquence est 
reproduite d SEQ ID NO 2, qui comporte & la fois des liaisons phosphodiester 
25 et des liaisons phosphorothioate. Les liaisons phosphorothlate sont situdes k 
cheque extr6mit§ ; il y a 2 liaisons phosphorothioate en 3' et 5 liaisons 
phosphorothioate en 5\ Cat oligonucleotide ne possede pas de sequence 
palindromique, et notamment pas de sequence CG. 

30 Exemole 2 

On prepare des oligonucleotides auxquets sont couples aux extremites des 
molecules de cholesterol. La synthase de ces oligonuddotides 3 Db(S)*chot et 
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MGC(S)-chol est effectuee de la mSme manlere qi/d I'exemple 1, d rexception 
du reactif Phosphoramldite qui est remplac6 par un reactif specffique, le 
Cholest6rol-ON« Phosphoramldite foumi par la soddtd CLONTECH Lab. Inc, 
(USA), lors du prBmler et du dernier cyde de synthase afin d'obtenir une 
5 molecule de cholesterol insdrSe avent chacun des nucleotides d'extr&nite. 
Las sequences de nucleotides ot)tenues sont identiques k celles des 
oli^nudSotides decrits d I'exemple precedent 

10 

On dispose de 10 ml de tampon PBS auxquels on ajoute 25 mg de TwBen™80 
et 500 mg de squaiene. Le melange obtenu est emulslonne grace d un appareil 
ULTRA-TURRAX^* T2S pendant 1 min d 13500 tours/mln. 
Uemulsion obtenue est ensuite fluidlsee gr^ce a un traitement de 5 cycles e 
IS 500 Psi dans unmlcrofluidiseurMicrafluidics™. 

Exemole 4 

Preparation d'une emulsicwi squalenen>BS comprenant des polynucleotides 

20 couples e du cholesterol. 

On prepare une emulsion Immunostlmulante selon Finvention en melangeant 
435 ^1 de la solution e 2.3 g/l de 3Db(S) couple au cholesterol obtenue a 
I'exemple 2 (soit 1 mg d'oligonudeotlde), avec 2 ml de I'emulsion 
squalene/PBS obtenue i i'exemple 3, maintenue sous agitation. 

25 On prepare une autre emulsion en melangeant 263 fil de la solution e 3,81 g/l 
de MGC(S) couple e du cholesterol obtenue h I'exemple 2 (soit 1 mg 
d'oligonudeotlde) avec 2 ml de I'emulsion squaiene/PBS obtenue k I'exemple 
3, maintenue sous agitation. 
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Exemole 5 

Preparation des compositions d'immunisation. 

On prepare des doses d'immunisation de differentes natures en ajoutaht sbuis 
S agitation 2 ml de vaccin splitte contre la grippe NIB1 6 (monovalent A/Singapore 
H1N1) contenant 100 d'hdmagglutinine HA en tampon PBS 6 2 ml de 
chacune des preparations suivantes : 

- tampon PBS 

10 - solution MGC(S) obtenue & I'exemple 1 . 

- solution MGC(S)-dio] obtenue h I'exemple 2. 

- Emulsion MGC(S}-^ol obtenue & Texemple 4. 

- solution 3Db(S) obtenue d I'exemple 1, 

- solution 3Db(S}-chot obtenue k Pexempie 2, 

15 - Emulsion 3Db(S><:hol obtenue & i'exemple 4. r 

P^enf)p|?g 
Immunisatioa 

20 On dispose de groupes de 6 souris Balb/c femelles agdes de 6 d 8 semaihes, 

chaque groupe conrespondant di une des preparations effectuiles a Texemple 6. 

Chacune des souris est immunisie avec 200^1 da la preparation con^pondant 
r k son groupe et re90it done 5|xg de HA par immunisation, chaque souris Stant 

immunisee 2 fois & 3 semaines tfinten/alle, avec la m6me preparation. 
25 2 semaines aprSs la deuxifeme injection, on mesure la reponse en anticorps 

specifiques anti-HA, gr^ce A m test ELISA. et on d6temiine la GMT pour les 

IgGI ainsi que pour les lgG2a. 
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S HA/MGC(S} 
HA/MGC(S)-chol 
HA/MGC(S>chol/dmul8ion 
HA/3Db(S} 
HAI3Db(S)-chol 



HAuniquement 



GMT/lgGI 
38062 
37518 



6MT/lgG2a 
2137 



1050 



28 039 



1498 



264776 



26 981 



63 939 
65 904 



43529 



31066 



10 FlA/3Db(8)-choi/dmulsion 



611301 



218142 



Les resuttats obtenus conflrment que PoligonuclSotide 3Db(S) est bien dot* de 
proprl6l§s immunostimulantes car II est capable d'Induire un accrolssement de 
la reponse en antlcorps par rapport d ce qui est obtenu lors de radmlnistratlon 

15 des antigdnes seuls. Par contre,- les rdsultats obtenus avec I'oligonuddotlde • 
. MGC(S)ned6mQntrBnlpasd'activit6jmmunostimulante. 
□'autre part, on remarque que, de fagon Inatlendue. I'Smulslon contenant un 
polynucliotlde Immunostlmulanl tel que le polynuddotide 3Db(S) conduit d une 
producdon d'antlcorps nettement supirleure d celle obtenue avec une 6mulsion 

20 contenant le polynucleotide MGC(S)-cho!; cet effet est encore plus 
remarquable en-ce qui conceme la producHon d^lgGaa; ce qui est indicateur 
d'une orientation de la rdponse Immunitalre vers un type TH1, orientation 
parfbis soitfiaitde dans certaines cibles vacdnales. 

En effet, en consldSrant que I'effet atlendu d'une emulsion est I'effet obtenu 
25 avec I'dmulslon HA/MGC(S)-chol, ( I'oligonucleotide M6C{S) n'ayant par lui- 
mfeme aucun effet hnmunostimulant vis-^vls des antigdnes administres ainsi 
que cela est analysd ci-dessus), on note un effet synergique important de 
rSmulsion selon I'lnvention car le titre obtenu pour la production d'anticorps, 
que ce soH pour les IgGI ou de fa?on plus nette encore pour les lgG2a, est 
30 nettement sup§rieur d la somme des titres obtenus s6par6ment pour chacune 
des 2 compositions (emulsion HA/MGC(S) d'une part et solution HA/3Db(S) 
d'autre part) 
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^xemple7. 

On prepare des compositions vaccinales comprenant les 6l§ments suivants: 

- antigenes sous-unitaires centre le RSV (ou Virus Syncitial Respiratoire) en 
5 presence de gel d'aluminium, a raison de 1 pgramme de proteines tolales 

(Protiines F. G et M) 
en tampon PBS ou additIonn§ suivant ie cas des elements suivants: 
. solution 3Db(S) obtenue & I'exemple 1 , 

- dmulsion 3 Db(S) obtenue a I'exemple 4. 
10 - Emulsion MGC(S) obtenue drexemple 4. 

Les doses sont de SOplitres et comprennent 50 microgrammes 
d'oligonucldoHdes. 

Ces compositions sont administrees 6 des souris d JO et J28; 5 d 6 semaines 
15 aprte rinjection de rappel, on preldve les rates des souris afln cTdvaluer la 
quantity d'interfSipn r produite. 

On obtient ies rdsultats suivants, ^s dosage ELISA effectud apr&s 
restimulation secondaire in vitro: 





Quantity d* Interferon en pg/ml 


Antigenes + Adjuvant alumiruum 


3432 


• 


2565 




2998 


Antig6nes h- Adjuvant aluminium 


13400 


••■3Db(S) 


9543 




1147 


Antigenes ->- AcQuvant aluminium 


5130 


+ dmulsion MGC(S) 


9216 




7173 


Antigenes + Adjuvant aluminium 


57394 


•i- dmuision selon rinvention 


42285 




49839 
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Ces rSsultats montrent dairement la synergie obtenue en utilisant un 
o«BonucI6otide immunostimulant et une Emulsion seion rinvenUon .• forsqi/on 
s'Interesse au RSV et qu-on observe la production rflnterfdron y qui est un bon 
5 Indicateur de la rdponse TH1. 



Examolgf a- 



On prepare des doses d-immunlsatlon Identiques h celles de I'exemple 7, k 
10 Pexceptlon des antigdnes RSV qui ne sont pas en presence de .^l 
d'aluminlum. Les doses de 50|j|itres sont adminlstr«es en Intramusculaire d des 
groupesdeiBsouris. 

4 semaines aprte Pimmunlsation. les souris sont salgndes et les taux 
d-anticorps anti-proteines F sont ddtennlnds par titrage EUSA Les rSsultats 
15 obtenus sont ricapitulds dans le tableau sulvant : 
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gG 


IgGI 


tgG2a 


Antigdnes * PBS 


100 


100 


100 




100 


100 


100 




100 


100 


100 




100 


100 


106. 




100 


100 


100 


Antig§nes + 


6400 


400 


6400 


3Db(S) 


6400 


400 


12800 




12800 


800 


6400 




6400 


400 


3200 




3200 


100 


25600 




6400 


400 


25600 


Antjgdnes 


12800 


1600 


6400 


dmulsion MGC(S} 


6400 


400 


100 • ' 




51200 


6400 


100 




25600 


1600 


100 




25600 


1600 


100 


Antigdnes 


25600 


1600 


25600 


imulsion selon 


12800 


400 


12800 


rinventioh 


51200 


1600 


25600 




102400 


6400 


1600 




51200 


3200 


25600 



Ces rdsultats confirment IMntdr&t cfutiliser une emulsion selon invention dans 
te cas ou les antlgSnes sont les antigdnes du Vims Syncttlal Respiratoire. 
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REVENDICATIONS 

1. Emulsion Immunostlmulante du type huile dans eau. comprenant au 
5 ^ns une phase aqueuse el une phase hulleuse. ca^ct^Hsie ^^^^e^ 
^prend en outre au moins un polynucleotide immunostlmulant dont au mofns 
une partie est couptee de fagon covalente , au mofns une molecule Wque 

10 IjpidiqueestunemolSculedecholestfirol. 'amoiecuje 
3 Emulsion selon une des revendlcations pr6c§dentes. caractSrlsde en 

15 

4. Eniulrton«rioniinedMr««n<iicalta«pric^^ 

ce que le polynydWd. ImmunortimuW «. un oBgodMoxynucBotlde 

5. Emulsion selon une des revendications pr§cedentes. caract6ris6e en 
ce que le polynucleotide Immunostlmulant comprend une sequence 
GAGAACGCTCGACCTTCGAT. 

6. Emulsion selon une des revendlcations pr6c6dentes caractdrisde en 
c«que la p^ie couplee i au moins une mol6cule llpldique est sltu6e S 
I extremite 5* du polynucldotide. 



20 



50 \' ""^ revendlcations pr^cddentes. caract6rls6e 

30 ce que la moldcule llpldique est une molecule de cholest&ol. 



en 



8. Emulsion selon une des revendlcations prec6dentes, caracl6ris6e en 
ce qu-elle comprend. en outre, au moins un surfactant 

35 9. Emulsion selon la revendicaUon 8. caractirisee en ce que le 

surfiactantestduTweenBO. 
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, ■ 10. Emulsion selon una des reyendlcatlons 1 k 9, caract6ris6e e» ce qw© 'a; 
laphase,hu|leuseJcc)nii>^ : 



11. Connpositloin >^cdn9le OMinpiBiranNu mbind ;Qq:0^ 
5 caradtdrisde eii cd qi/elle cbmprend en outre urid^i^l^^ immunostimt^ai^ 
. ^selitxi une desrev^dira^ , . ' 



IZ Gomptoslttpn vaccinate selon la revendic^^ 
tdrisda en ce iqu'eite t^n^^ aii mpins uri an^g§ne;vaccinai centre lagrippei;' : 

;:. • 13. CdmposWon vaodnaFe ielon la revendlcatiori 1jl,.ceract6ris6f er> ca 
: ailb cpmpn^^ du Virus Syncltial 

Resfiilratolfa. V j^^^^^^^^^^^ ' ^".-^ 

• ■• • ■ ' . • .... . . '.■.>,-•. -rt-.v. 

15 ^14; Ufili^on tf^^ selon una das revendlcattons 1 S 10, poOt 

lai^faricaUon dW mi^)lfi(^ e , 



15. Utilisation d'ufm imulsion seion una das revandications 1 a 10. pour 
teftlsrtrafidn rfuji una rtponsede typa THI^ ' : 



16. 



I, pour 



,■ ■•KV.- 
I.. ■ ■ 1^ 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DSPOSANTi 

(A) NOMi Pasteur Merieux Serums S Vacdas 

(B) RUES 58 avenue Xiederc 

(C) VILLB: Lyon 
(fi) PAYS: France 

(F) CODE POSm: 69007 

(6) TELEPHONE: 33 (0) 4 72 73 70 90 

(K) TEZ.ECOPIE: 33 (0) 4 72 73 78 50 

(U» TITRE OE L" IMVEMTION: EnulsioR immttnostlinulante 
(iii) NQMBRE DE SEQUEKCES: 2 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
{A) TYPE DE SUPPORTS Floppy disk 

(B) ORDIHATEim: IBM PC congiatible 

(C) SYSTEME D» EXPLOrTATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: fiatentin Release #1.0, Version #1.30 (0S3) 

(2) IMPORMATIONS POUR LA SEQ ID KOi 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE lA SEQUENCE: 

(A) L0M6UEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(CJ NOKBRE DE BRIN5: sismle 
(D) COKnGCYRATIOKs Un,aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl,iqua 

(Xi) OESCRIPTIOM DE LA SEQUEKCE: SEQ ID NOs 1: 

GAjSAACGCrc GACCTTCGAT 



(2) IKFORMAT'XOKS POUR lA SEQ ID NO:. 2: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A} LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: sinple 

(D) CONFIGURATIONS lin^aire 

{11} TYPE DE MOLECULES Autre acide nucl,ique 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2s 



GGOGTCAASC TTGAGGGGGG 
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